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Mutierter OKT3-Antik6rper 

Die vorliegende Erfindung betrifft einen durch eine Punktmutation an Position 
H100A mutierten OKT3-Antik6rper f Verfahren zu seiner Herstellung sowie seine 
Verwendung. 

OKT3 ist ein aus Maus stammender monoklonaler Antikorper vom IgG 2a-Typ, 
der ein Epitop einer e-Untereinheit des menschlichen CD3-Komplexes erkennt 
(Kung et al., Science 2Q6, S. 347-349 (1979); Van Wauwe et al., J. Immunol. 
124, S. 2708-2713 (1980); Transy et al., Eur. J. Immunol. 19, S. 947-950 
(1989)). Das Verfahren, den monoklonalen Antikorper aus dem entsprechenden 
Hybridom zu erhalten, ist in diesen Druckschriften im Detail beschrieben. AuBer- 
dem wurde die 0KT3 produzierende Hybridomazellinie am 26. April 1 979 unter 
der ATCC-Nummer CRL 8001 bei der American Type Culture Collection, 12301 
Parklawn Drive, Rockville, MD, 20852 von der Inhaberin des EP-Patents 0 018 
795 hinterlegt. OKT3 wird seit langem benutzt, urn eine T-Zellantwort zu unter- 
drucken und dadurch die AbstoRung von Transplantaten zu verhindern (Thist- 
lethwaite et al., Transplantation 38/ S. 695-701 (1984); Woodle et al., Trans- 
plantation 51, S. 1207-1212 (1991)). Andererseits kann durch OKT3 auch eine 
T-Zell-Aktivierung und Proliferation ausgelost werden, die Effektorzellen anregt, 
was bei der adoptiven Krebs-lmmuntherapie eingesetzt werden kann (Yannelly 
et al., J. Immunol. Meth. 1, S. 91-100 (1990)). OKT3 wurde sowohl alleine als 
auch als Komponente eines bispezifischen Antikorpers eingesetzt, um cytotoxi- 
sche T-Lymphozyten gegen Tumorzellen oder Virus-infizierte Zellen zu richten 
(Nitta et al., Lancet 335 , S. 368-376 (1 990); Sanna et a!., Bio/Technology 1_3, 
S. 1221-1224 (1995)). AufJerdem sind auch humanisierte Versionen des OKT3- 
monoklonalen Antikorpers, die in COS-Zellen exprimiert wurden, bekannt (Wood- 
le et al., J. Immunol. 148, S. 2756-2763 (1992); Adair et al., Human. Antibod. 
Hybridomas, S. 41-47 (1994)). Bisher bestand aber das Problem, daft OKT3 
keine ausreichende Stabilitat aufweist und inbesondere sich nicht in bekannten 
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rekombinanten Expressionssystemen stabil und in genugender Menge exprimie- 
ren laBt. 

Die Aufgabe der vorliegenden Erfindung bestand deshalb darin, OKT3 rekom- 
5 binant zu exprimieren und einen Antikorper zu erhalten, der eine befriedigende 
Stabilitat aufweist. 

Die Aufgabe wird durch die Gegenstande der Patentanspruche geldst. 

10 Von den Erfindern wurde gefunden, daB durch Einbringen einer Punktmutation 
an Position H100A der Aminosauresequenz von OKT3 die Stabilitat um ein 
Vielfaches zunimmt. Diese Punktmutation betrifft den Austauch von Cystein 
gegen eine andere polare Aminosaure, bevorzugt Serin, in der Aminosaurese- 
quenz von OKT3. 

15 

Zur Herstellung eines erfindungsgemaBen Antikorpers wird von mRNA aus frisch 
subklonierten Hybridomazellen von OKT3 ausgegangen. Die cDNA wird nach 
den dem Fachmann bekannten Methoden, die beispielsweise in Dubel et al. f J. 
Immunol. Methods 175, S. 89-95 (1994) beschrieben wurden, hergestellt. Die 

20 fur die variable Domane der leichten Kette kodierende DNA kann mittels PCR 
unter Verwendung geeigneter Primer, z.B. mittels der Primer Bi5 and Bi8, die an 
den aminoterminalen Teil der konstanten Domane der /c-Kette und die "Frame- 
work 1 (FRD-Regionder variablen Domane der*-Kette hybridisieren, hergestellt 
werden (Dubel et al. r vgl. vorstehend). Fur die Amplifikation der DNA, die fur die 

25 variable Domane der schweren Kette codiert, konnen beispielsweise der Primer 
Bi4, der an den aminoterminalen Teil der konstanten Domane 1 der K-Kette 
hybridisiert (Dubel et al., vgl. vorstehend) und der Primer Bi3f, der an die FR1- 
Region der schweren Kette hybridisiert (Gotter et al.. Tumor Targeting 1, S. 
107-114 (1995), verwendet werden. 

30 



Die amplifizierte DNA wird danach in einen fur die Sequenzierung und fur "site- 
specific mutagenesis" geeigneten Vektor, wie er dem Fachmann bestens be- 
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kannt sind, inseriert. Beispielsweise kann der von der Firma Stratagene ver- 
triebene Vektor pCR-Skript SK( + ) verwendet werden. Mutation n werden in der 
von OKT3 stammenden v H -Domane durch gerichtete Mutagenese ("site specific 
mutagenesis") eingebracht. Die dafur notwendigen Bedingungen sind dem 
5 Fachmann bekannt, beispielsweise auch in Kunkel et al., Meth. Enzymol. 1 54, 
S. 367-382 (1987) beschrieben. Die Aminosauresubstitution an der Position 
H100A von OKT3 (Austausch von Cystein) wird geeigneterweise unter Ver- 
wendung des Primers SK1 B'-GTAGTCAAGGCTGTAATGATCATC durchgefiihrt, 
falls ein Austausch gegen Serin an dieser Position ausgefiihrt werden soil. 

10 

Die so veranderte DNA kann danach in einen Vektor bzw. Expressionsvektor 
kloniert werden. Beispiele solcher sind dem Fachmann bekannt. Im Falle eines 
Expressionsvektors sind dies pGEMEX, pUC-Derivate oder pET3b. Fur die Ex- 
pression in Hefe sind z.B. pY100 und Ycpad 1 zu nennen, wahrend fur die Ex- 

15 pression in tierischen Zellen z.B. pKCR, pEFBOS, cDM8 und pCEV4 anzugege- 
ben sind. Fur die Expression in Insektenzellen eignet sich besonders der Baculo- 
virus-Expressionsvektor pAcSGHisNT-1 . Die Expression in E. coli ist erfindungs- 
gemaR bevorzugt, wofiir vorzugsweise der in Fig. 1 gezeigte Vektor pHOG21 
(Kipriyanov et al., J. Immunol. Methods 196, S. 51-62 (1996) eingesetzt wird, 

20 worin das mutierte OKT3-Einzelketten(scFv)-Gen als Ncol/BamHI DNA-Fragment 
insertiert ist. Es kommt zur Expression eines an der Position 100 A (Kabat- 
Nummerierungssystem) mutierten einzelkettigen Antikorpers OKT3, der die in 
Fig. 2 gezeigte Sequenz aufweist. 

25 Der Fachmann kennt geeignete Zellen, um eine in einem Expressionsvektor vor- 
liegende DNA zu exprimieren. Beispiele solcher Zellen umfassen die E. coli- 
Stamme HB101, DH1, x1776, JM101, JM109, BI21 und SG 13009, den 
Hefestamm Saccharomyces cerevisiae und die tierischen Zellen 3T3, FM3A, 
CHO, COS, Vero und Hela sowie die Insektenzellen sf9. Bevorzugt ist die Ver- 

30 wendung der von der Firma Stratagene vertriebenen XL1-Blue E. coli-Zellen. 



Der Fachmann weiS, in welcher Weise eine DNA in einen Expressionsvektor 
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inseriert werden muB. Ihm ist auch bekannt, daB diese DNA in Verbindung mit 
ein r fur ein and res Protein bzw. Peptid kodierenden inseriert werden kann f so 
daB die DNA in Form eines Fusionsproteins exprimiert werden kann, beispiels- 
weise in Form eines His-Fusionsproteins. Die dafur notwendige Information ist 
5 im vorzugsweise verwendeten Plasmid pHOG21 enthalten. Weiter kann die 
mutierte Form von OKT3 in Form eines bispezifischen Antikorpers, z.B. in 
Verbindung mit einem Antikdrper gegen menschlichen CD1 9-Komplex vorliegen. 
Die Sequenz eines solchen bispezischen Antikorpers ist in Fig. 3 gezeigt. 

1 0 ErfindungsgemaBe Antikdrper zeichnen sich dadurch aus, daB sie mittels rekom- 
binanter Methoden in ausreichender Menge hergestellt werden konnen und eine 
im Vergleich zum unmutierten monoklonalen Antikorper OKT3 groSere Stabilitat 
aufweist. Diese auBert sich beispielsweise darin, daB der mutierte Antikorper 
auch noch nach einem Monat Lagerung bei 4°C in PBS kaum von seiner ur- 

15 sprunglichen Bindungsaffinitat eingebuSt hat, wohingegen OKT3 unter diesen 
Bedingungen bereits deutlich an Bindungsaffinitat verloren hat (46%) . AuBerdem 
hat der erf indungsgemaBe Antikorper den Vorteil, daB er als Einzelkettenantikdr- 
per (scFv) eine schnellere Blut-Clearance und eine bessere Tumorpenetration 
aufweist. Weiter sind ScFv's sehr niitzliche Molekule, urn Arzneistoffe, Toxine 

20 oder Radionuklide an Tumorstellen zu bringen, was in der Tumordiagnostik und - 
therapie wichtig ist. 

Die vorliegende Erfindung wird weiter anhand der Figuren beschrieben. 

25 Fig. 1: Plasmid pHOG21 

wobei die verwendeten Abkurzungen folgende Bedeutungen haben: 
Ap R : Ampicillin-Resistenzgen 

c-myc: Sequenz codierend fur ein Epitop, das durch 

den monoklonalen Antikorper 9E1 0 (Cambridge 
30 Research Biochemicals, Cambridge, GroBbritan- 

nien) erkannt wird 

ColEl : Ursprung der DNA-Replikation 
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fl IG: Intergene Region des f1-Phagen 

His 6 : Sequenz codierend fur 6 Histidinreste 

linker: Sequenz codierend fur 1 7 Aminosauren, die die 

v H - und v L -Domane verbindet 
pelB: Signalpeptidsequenz fur bakterielle Pektatlyase 

P/O: Wildtyp-Lac-Promotor/Operator 

Fig. 2: Nukleotid- und abgeleitete Aminosauresequenz des mutierten 

OKT3-Einzelkettenantik6rpers 

Fig. 3: Bispezifischer Antikorper zusammengesetzt aus mutiertem OKT3 

und anti-CD19 



Die Erfindung wird weiter anhand des Beispiels erlautert. 

BEISPIEL 1 : Herstellung eines erfindungsgemalien Antikorpers 

Die Isoloation von mRNA aus frisch subklonierten Hybridomazellen von OKT3 
und die cDNA-Synthese wurde, wie in "Dubel et al., J. Immunol. Methods 175, 
S. 89-95 (1994)" beschrieben durchgefuhrt. Die fur die variable Domane der 
leichten Kette kodierende DNA wurde mittels PCR unter Verwendung der Primer 
Bi5 and Bi8, die an den aminoterminalen Teil der konstanten Domane der /c-Kette 
und die "Framework 1 (FRD-Region der variablen Domane der /c-Kette hybridis- 
ieren, hergestellt (Dubel et al., vgl. vorstehend). Fur die Amplifikation der DNA, 
die fur die variable Domane der schweren Kette codiert, wurde der Primer Bi4, 
der an den aminoterminalen Teil der konstanten Domane 1 der K-Kette hybri- 
disiert (Dubel et al. f vgl. vorstehend) und der Primer Bi3f, der an die FR1 -Region 
der schweren Kette hybridisiert (Gotter et al., Tumor Targeting 1, S. 107-1 14 
(1995), verwendet. Das 50 /j\ Reaktionsgemisch enthielt 10 pmol jedes Primers 
und 50 ng Hybridoma cDNA, 1 00 /iM jedes der dNTPs, 1 x Vent-Puffer (Boehrin- 
ger Mannheim), 5//g BSA und 1 U Vent DNA-Polymerase. Es wurden 30 Zyklen 
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je 1 Minute bei 95°C, 1 Min. bei 55°C und 2 Minuten bei 75°C in einem PCR- 
Thermozykler durchgefuhrt. Die amplifizierte DNA wurd mit inem QIA-quick 
PCR-Reiningungskit (Qiagen, Hilden) gereinigt. 

5 Die amplifizierte DNA wurde danach in den von der Firma Stratagene vertriebe- 
nen Vektor pCR-Skript SK( + ), der mit dem Restriktionsenzym Srfi geschnitten 
worden war, "blunt-end" ligiert. Mutationen wurden in der von OKT3 stammen- 
den v H -Domane durch gerichtete Mutagenese ("site specific mutagenesis") 
eingebracht (Kunkel et al., Meth. Enzymol. 154, S. 367-382 (1987)). Die 
10 Aminosauresubstitution an der Position H100A von OKT3 (Austausch von 
Cystein gegen Serin) wurde unter Verwendung des Primers SK1 5'-GTAGT- 
CAAGGCTGTAATGATCATC durchgefuhrt. 

Fur die Expression der erhaltenen mutierten DNA wurde der in Fig. 1 gezeigte 

15 Vektor pHOG21 (Kipriyanov et al. # J. Immunol. Methods 196 , S. 51-62 (1996) 
eingesetzt, worin das mutierte OKT3-Einzelketten(scFv)-Gen als Ncol/BamHI 
DNA-Fragment inseriert ist. XL1-Blue E. coli-Zellen (Stratagene) wurden mit 
diesem Expressionsvektor transformiert und uber Nacht in 2xYT-Medium mit 50 
/yg/ml Ampicillin und 100 mM Glucose (2xYT GA ) bei 37°C wachsengelassen. 

20 Verdunnungen (1:50) der Ubernachtkulturen in 2xYT GA wurden bei 37°C unter 
Schiitteln bei 37 °C wachsengelassen. Sobald die Kulturen OD^ = 0,8 erreich- 
ten f wurden die Bakterien durch Zentrifugation bei 1500 g fur 10 Minuten and 
20°C pelletiert und im gleichen Volumen frischem 2xYT-Medium enthaltend 
50//g/mI Ampicillin und 0,4 M Sucrose resuspendiert. Es wurde IPTG auf eine 

25 Endkonzentration von 0,1 mM zugesetzt und das Wachstum bei Raumtempera- 
tur fur 20 Std. fortgesetzt. Die Zellen wurden durch Zentrifugation bei 5000g fur 
10 Minuten und 4°C geerntet. Der KulturCiberstand wurde auf Eis aufbewahrt. 
Um losliche periplasmatische Proteine zu isolieren, wurden die pelletierten 
Bakterien in eiskaltem 50 mM Tris-HCI, 20% Sucrose, 1 mM EDTA, pH 8,0 (5% 

30 des Ursprungsvolumens) aufgenommen; Nach einer Stunde Inkubation auf Eis 
mit gelegentlichem Riihren wurden Spheroplasten bei 30000 g fur 30 Minuten 
und 4°C abzentrifugiert, wobei der losliche periplasmatische Extrakt als Uber- 
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stand und die Spheroplasten plus unlfisliches periplasmatisches Material als 
Pellet anfiel n. Der vorst hend auf Eis aufbewahrte Kulturub rstand und der 
losliche periplasmatische Extrakt wurden kombiniert und durch eine zusatzliche 
Zentrifugation (30000 g, 4°C, 40 Min.) geklart. Nach Filtrationen durch Glasfil- 
ter mit einer PorengroBe von 10-16 /mi und dann 0,2 //m wurde das Volumen 
10-fach durch Konzentration mit Amicon YM10 Membranen (Amicon, Witten). 
Der konzentrierte Oberstand wurde durch Zentrifugation geklart und gegen 50 
mM Tris-HCI, 1 M NaCI, pH 7 # 0 bei 4°C dialysiert. Immobilisierte Metall-Affini- 
tatschromatografie (IMAC) wurde bei 4°C unter Verwendung einer 5 ml Saule 
von chelatisierender Sepharose (Pharmacia) beladen mit Ni 2+ und equilibriert mit 
50 mM Tris-HCI, 1 M NaCI, pH 7,0 (Startpuffer) durchgefuhrt. Auf der Saule 
adsorbiertes Material wurde mit 50 mM Tris-HCI, 1 M NaCI, 250 mM Imidazol, 
pH 7,0 eluiert. Nach Pufferwechsel zu 50 mM MES, pH 6,0 wurde das Protein 
weiter auf einer Mono S lonenaustauschsaule (Pharmacia) gereinigt. Der erfin- 
dungsgemaBe gereinigte scFv-Antikorper wurde in PBS (15 mM Natrium- 
phosphat, 0,15 M NaCI, pH 7,4) dialysiert. Fur einen langere Aufbewahrung 
wurde der Antikorper in Anwesenheit von BSA (Endkonzentration 10 mg/ml) 
eingefroren und bei -80°C gelagert. 
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Patentanspruche 



1 ) Monoklonaler Antikorper gekennzeichnet durch einen Austausch von Cy- 
stein gegen eine andere polare Aminosaure an Position H100A des unter 
der Bezeichnung bekannten Antikorpers OKT3. 

1 0 2) Monoklonaler Antikorper, dadurch gekennzeichnet, daB die polare Amino- 
saure Serin ist. 



15 



3) Monoklonaler Antikorper nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeich- 
net, dalS dieser die in Fig. 2 angegebene Sequenz aufweist. 

4) Verfahren zur Herstellung des monoklonaler Antikorpers nach einem der 
Anspruche 1 bis 3 gekennzeichnet durch die folgenden Schritte: 



a) Gewinnen von mRNA aus frisch subklonierten Hybridomazellen von 
20 OKT3 und Umschreibung zu cDNA 

b> Amplifikation der fur die variablen Domanen der leichten und 
schweren Kette kodierenden DNA mittels PGR unter Verwendung 
geeigneter Primer, 

25 

c> Klonierung der unter b) erhaltenen DNA in einen zur gerichteten 
Mutagenese geeigneten Vektor sowie Einfuhrung der gewunschten 
Mutation unter Verwendung geeigneter Primer, 

30 d) Insertion der unter c) erhaltenen mutierten DNA in einem Expres- 

sionsvektor und Expression in einem geeigneten Expressionssy- 
stem. 
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5) Verfahren nach Anspruch 4, wobei die in Schritt b) verwendeten Primer 
Bi5, Bi8, Bi4 und Bi3f sind. 

6) Verfahren nach Anspruch 4 oder 5, wobei der in Schritt c) verwendete 
Vektor pCR-Skript SK( + ) ist. 



7) Verfahren nach einem der Anspriiche 4 bis 6, wobei in Schritt c) der 
Primer SK1 5'-GTAGTCAAGGCTGTAATGATCATC verwendet wird. 

8) Verfahren nach einem der Anspriiche 4 bis 7, wobei der in Schritt d) ver- 
wendete Expressionsvektor pHOG21 ist. 



9) Verfahren nach einem der Anspriiche 4 bis 8, wobei die Expression in 
XL1-Blue E. coli-Zellen erfolgt. 

15 

10) Verwendung des monoklonalen Antikorpers nach einem der Anspriiche 1 
bis 3 zur Verminderung oder Ausschaltung einer TransplantatabstoBung 
durch einen Organtransplantatempfanger. 

20 11) Verwendung des monoklonalen Antikorpers nach einem der Anspriiche 1 

bis 3 in der Tumordiagnostik oder -therapie. 
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EcoRI RBS PelB leader 

131 GAATTCATTAAAGA^M/^AATTAACCAT GAAATACCTATTGCCTACGGCAGCCGCTGGCT 

1* M KYLL PTAAAG 

PstI 

Ncol ♦ Pvull VH anti-CD3 

192 TGCTGCTGCTGGCAGCTCAGCCG^ 

12* L LLLAAQPAMAQVQLQQSGAE 

Frame-H1 

254 CTGGCAAGACCTGGGGCCTCAGTG^ 

33>LARPGASVKMSCKASGYTFT R 
CDR-H1 Frame-H2 
316 GTACACGATGCACTGGGTAAAACAGAGGCCTGGACAG 
53 ► Y T M HWVKQRPGQGLEWIGY 

CDR-H2 

375 TTAATCCTAGCCGTGGTTATACTAATT ACAATCAGAAGTTCAAGQAgA AnnrY-A 

73^INPSRGYTNYNQKFKDKA 

Frame-H3 
429 CATTGACTACAGAGAAATCC^^ 

91* TLTTDKSSSTAYMQLS SLTSE 
PstI CDR-H3 
491 GACTCTGCAGTCTATTACTG^ 

112^ DSAVYYCARYY D D H Y S L DY 

Frame-H4 CH1 Hindlll Yol linker 

548 TGGC<I<ICAAGGCACCACTCT^^^ 

131> WGQGTTLTVSS. AKTTPKLEEG 

EcoRV 

Mlul VL anti-CD3 Frame-L1 
610 TGAATTTTCAG AAGCACGC GTAGATATCGTCCTr ACTC A (TTTTPP A czr A a tt 1 a rryvr^jy^n 

151> EFSEARVDIVLTQS PAIMSA 

PstI CDR-L1 
672 CTCCAGGGGAGAAGGTCACCATGACCTGC AGTGCCAGCTCAAGTGTAAGT 
172>S PGEKVTMTCS A S S S V S YM 

Frame-L2 CDR-L2 
729 ACTGGTACCAGCAGAAGTCAGGCACCIXZCCCCA^ C C AAA 

191>N WYQQKSGTSPKRWIYD T S K 

Frame-L3 

788 CTGGCTT^GGAGTCCCTGCTO 

211> L A S GVPAHFRGSGSGTSYSL 

CDR-L3 

848 AC^TCAGCGGCATGGAGGCTGAAGATGCT^ 

231> TISGMEAEDAATYYCQ Q W S S 

„ * Frame-L4 C kappa 

907 T AAC C CATTCACGTTCGGCTCGGGGACAA 

250^ N P F T FGSGTKLEINRAD TAP 

BamHI c-myc epitope His6 tail 

967 MCTGGATCC GAACVWVCXTIX^TCTC 

270> TGSEQKLISEEDLNSHHHHH 

Xbal 

1029 acTAATCTAGA 
291>H • 



Fig- 2 



ERSATZBLATT (REGEL^6) 
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EcoRI RBS . PelB leader 

1 GAATTCATTAAAQAGS^ 

l^MKYLLPTAAAGLL 
Ncol ♦ VH anti-CD3 Frame-H1 
67 CTGCTGGCACXrrCAGCCGGCCATGGCGCAGGT^ 

14^LLAAQPAMAQVQLQQSGAELAR 

CDR-H1 

134 CTGGGGCCTCAC7IXSAAGATGTCCTC qatgpa 
36^ PGASVKMSCKASGYTFT R Y T M H 

Frame-H2 CDR-H2 
198 C TGGGTAAAACAGAGGCCTGGACAGGGTCTGGAA CTAQCCGTfla 
57 ► WVKQRPGQGLEWIG Y I N P S R G 

Frame-H3 

261 TTATACTAATTACAATCAGAAGTT CAAGGACA AC^P^^ 

18> YTNYNQKFKDKATLTTDKSS 
323 GCACAGCCTAC^TGCAACTGAGCAGC 

99*STAYMQLSSLTSEDSAVYYCAR Y 

CDR-H3 Frame-H4 
390 TTATGATGATCATTAC AOCCTTGACTAC TQG^ 

121> Y D D H Y S L DYWGQGTTLTVSS 
CH1 Linker VL anti-CD19 Frame-L1 

452 COM^CMjCACCCJLA E'H^aGCTTCTTTG^ 
142^ A KTTPK L G GDILLTQTPASLAV 

CDR-L1 

517 TCTCTAGGGCAGAGGGCC^CCATCTCCT 

164> SLGQRATISCK A S Q S V DY DG D 

Frame-L2 

579 TAGTTATTTGAAC TGGTACCAACAGATTCC^ 

184> S Y L NWYQQIPGQPPKLLIYD A 

CDR-L2 Frame-L3 
643 TCCAATC TAGTTTCT GGGATCCCACCCA^ 

206> S N L V S GIPPRFSGSGSGTDFT 

CDR-L3 

707 TCAACATCCATCCTGTGGAGAA 

227>L NIHPVEKVDAATYHCQ Q S T E D 

Frame-L4 C kappa Notl 

771 TCXGTGGACGTTCGGTGGAGGCACCAAG 

248> PWTFGGGTKLE IKRADAAAAGS 
c-myc epitope His6 tail B g 111 

838 GAACAAAAGCTgAJCTCA GAA GAAGACCTAAACTC ACATCACCATCACCATCAC T AAAGAT 
271> EQKL I S E E D LNSHHHHHH • 
899 CT 
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ERSKTZBUTT(REGEL26) 
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Bglll RBS Pel B leader 

1 AGATCTATTAAAG£G£AG.AAATTAACCA^^ 

3>MKYLLPTAAAGL 

Ncol ♦ VH anti-CD19 Frame-Hi 
65 TGCTGCTGGCAGCTCAGCCGGCCAT^ 

13^LLLAAQPAMAQVQLQQSGAELV 

CDR-H1 

129 GAGGCCTGGGTCCTCAGTGAAGATTTC 

34> RPGSSVKISCKASGYAFS S Y W 

Frame-H2 

192 GATGAACT GGGTGAAGCAGAGGCCTGGAO^^ 

55> MNWVKQRPGQGLEWIGQ I w P 

CDR-H2 

253 GGAGATGGTGATACTAACTACAATGGAAAGTTCAAGGGTA AA<^^ 

76> G DG D TNYNGK F K G K * A T L T A 
Frame-H3 
310 GACGAATCCTCCAGCACA^ 

95^ DES S STAYMQLS SLASEDSAV~ 

CDR-H3 

374 ATTTCTGTGCAAG ACGGGAGACTACGACGGT^^ 

116>Y FCARRETTTVGRYYYAMD 

Frame-H4 CH1 Linker 

431 ^TGGGGTCAAGGAACCTCAGTCACCGTCTC 

135>Y" WGQGTSVTVSSAKTTPK L G G 

VL anti-CD3 Frame-Li 
493 GATATCGTGCTCACTCAGTCTC 

156> DIVLTQ SPAIMSAS PGEKVTM 

CDR-L1 Frame-L2 

557 CCTGCAGTGCCAGCT CAAGTGTAAGTTACATGAAC TC^ 

177>T CSA S S SVSYMNWYQQKSGT 

CDR-L2 

616 TCCCCCAAAAGATGGATTTAT 

197 > SPKRWIYDT S K L A SGVPAHF 
Frame-L3 

676 AGGGGCAGTGGGTCTGGGACCTOT 

217 ► RGSGSGTSYSLTI SGMEAEDA 

CDR-L3 Frame-L4 
740 CCACTTATTACTGC C AGC AGTGG AGT AGT AAC C C ATTC AC G TTCGGCTTCyyyiAr A A Ar: 
238>A TYYCQ QWS S N P F TFGSGTK 

C kappa c-myc epitope 

799 TTGGAAATAAAC CGGGCTGATACTGCACCAA(Tr (^ ATT r A flraaaa arva* <pr<r*n ^ a 

258> LEINRADTAPTGSE Q K L I S E 

His6 tail Xbai 
859 GAAGACCrAAACTCA C^TCACCATCACCATCAC TAATCT 
278> EDLNSHHHHHH- 



Fig. 3 (Fortsetzung) 
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Gemafl Artikel 1 7(2)a) wurde aus fotgenden Grunden fur bestimmte Anspruche kein Recherchenbencht erste&t: 

nn 

1 * LAJ A^riictie Nr. 

wetl Sie sich auf Gegenstande beziehen. zu deren Recherche (fie Behortte rucht verpfSchtet ist namtich 

siehe Weitere Angaben PCT/ISA/210 



Anspriiche Nr. 
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Internationale Recherchenbencht nur auf die Anspruche der interna tionaten Anmetdung. fur die Gebuhren entnehtet worden 
sind. namiich auf die Anspruche Nr. 
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Der Anmeider hat die erforderiichen zusatziichen Recherchengebuhren nicht rechtzeitig entnehtet Der Internationale Recher- 
chenbencht beschrankt sich daher auf die in den Ansprucnen zuerst erwahnte Erfindung; diese ist in folgenden Ansprucnen er- 



Bemerkungen hinsichtllch nines Wlderaprucho Die zusatziichen Gebuhren wurden vom Anmeider unter Widerspruch gezahit. 

[ | Die Zahlung zusatziicher Gebuhren erfolgte ohne Widerspruch. 
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